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   Dynamic Observation of Oxygenation-Induced Contraction of and

Transient Fiber-Network Formation-Disassembly in Cultured Human Brain

Microvascular Endothelial Cells.

(ヒ ト培養脳微小血管内皮細胞 における酸素暴露によ り誘発 され る細胞収縮 と

       一過性のファイバーネ ッ トワ.___ク形成の動的考察)

井 上 幸 治

内容の要旨

 我々は これ までに ヒ ト膀帯静脈血管 内皮細胞(HUVEC)が 酸素飽

和度 の高 い液体 に暴 露 され る ことで、約20%細 胞体 が収縮 す るこ と

を報告 して きた。今 回、同様の変化 が ヒ ト培養脳 微小血 管内皮細胞

(HBEC) (nニ30)に おい ても認 め られ るか ど うか を確認 す るため

実験 を行 った。HBECの 形態 学的変 化 を観 察す るた めに、培養 細胞

を生 きた状態 で観 察す るこ とができ るビデオ強化型微 分干渉(VEC-

DIC)顕 微 鏡 を使用 した。 HBECは 第三世代 の細 胞で播種 して4日 目

の もの を使用 した。 カバ ーガ ラス上 に蜜 でな い状 態で培 養 され た

HBECを 培養 し、培 地 の 中に細胞 が満 た され る状 態 に した。培地 は

常 に一定 の速度 で灌 流 した。顕微鏡 の レンズ面か ら細胞 のほ ぼ中心

部 を垂 直面か ら観察 し、 この際 の変化 をビデ オ に録画 して細胞 の変

化 につ いて観察 した。 具体的 には、何 も行 わない状態 で細胞 を20秒

か ら1分 観 察 し、そ の後 注入針 を用いて30度 の角度 で培 地の表面 に

1分 あた り数㎜ の速度 で滑 らかに純酸素ガ スを1分 以 内の時間で吹

きつ け、この時の細胞 の変化 を観察 した。 その結果 、細胞 の細胞膜

が膨張 してその後搬 ができ、細胞 の収縮 が14±7%の 範 囲で認 め られ

た(p<0.001)。 細 胞 の収縮 が停 止 した瞬 間に一時 的 なフ ァイバ ー

ネ ッ トワー クの形成 を認 めた。 これ は細 胞内 にある場所(お そ らく

接着 プラー ク)か ら生 じて細胞 全体 に拡 大 した。 ファイバーネ ッ ト

ワー クの形成 は統計学 的に有意 であった(p<0.01)。 酸素投 与の中

止後 、観察 された ファイバーネ ッ トワー クはすみかや に3.3±L2秒 の

うちに消退 し、0.5ｵm以 下の小粒子 に変化 して、その後 は細胞 内構 造

物の一部 にな った。 この よ うな変化 は30秒 以内 に終 了 し、酸素暴 露

ごとに同 じ変化 を認 めた。 同様 の変化 を生 じるか ど うか確認す るた

めに、培地の流れ る速度 を0‐200ｵm/sま で変化 させ てず り応 力を変

化 させ る ・ろ紙 を用 いて培地 を除去す る ・循 環 して いる培地 の温 度

を10QCか ら40℃ まで 変化 させ る ・培 地 に空気 を送 り込 み細胞 に振 動

を与 える ・細胞 に双極電極 を使 用 し1-100Hz,0.5-3.OV DCIACの

矩形波パル ス/三 角 波パル スの電気刺激 を与 える、 とい う各種 の刺

激 を加 えてみ たが、細胞 に は何 ら形態学 的変化 を生 じな かった。 著

者 らは、HBECは 一時 的な酸 素暴露 刺激 に よ り強 く収縮 し、そ の後

急速 なネ ッ トワー ク構造 の形成 ・分解 を生 じた と結 論 した。今 回の

実験 にお いて認 め られ たHBECの 収 縮 の機 序 は フ ァイバ ーネ ッ ト

ワー クの形 成 と関連 してい る可能性 があ る。 フ ァイバ ーはお そ らく

細胞骨格 で あ り、それ は細胞 の腹側 面に沿 って存在 し、末端 が接 着

プ ラー クに達 している微小 フィ ラメン トの厚い束 で構 成 され るス ト

レスファイバー と考 え られ る。今 回観察 され た ファイ バー につ いて

はア クチン とビメンチ ンか ら構 成 され てい るものであ る可能性 があ

るが、 これ について は今後細胞 ・免 疫組織化 学的手法 に よ り確認 さ

れ る必要があ ると考 えられ る。

論文審査の要旨

 脳 組織血流 の高酸素誘発 性変化 の機 序 はこれ まで十分解 明 されて

いない。脳 組織 での酸素 の影響 を検討 す るこ とを 目的 と して実験 を

行 っ た。本研 究 で は、培養 ヒ ト脳微 小血 管 内皮 細胞(HBEC,30細

胞)の 密でな い状態 にお ける酸素 ガス吹 き付 け時にお ける細 胞の形

態 学 的変化 を ビデ オ強化 型 微分干 渉 電子 顕微 鏡 を用い て調 べた。

HBEC細 胞 の細胞 体の真 上 にあた る培養 液表 面に精製純 酸素 ガス を

連 続的 に低 流速暴 露す ると、内皮 細胞 には緊張 ・鍛化状態 が生 じ、

細胞 体は14±7%(P<0.001)ま で強 く収縮 した。細胞 が最大限収縮

しそれ以上細 胞の収縮 が見 られ な くなった後、急速 に細胞 内の特定

スポ ッ トか ら線維ネ ッ トワー クの一過性 の形成が認 め られた。 この

線 維ネ ッ トワー クの出現 は統 計学的 に有 意で あった。 (実験で使用

した30細 胞 中26細 胞で認 めた。P<0.05)酸 素供 給の中止後、観察 さ

れ た線 維 ネ ッ トワー クは 迅 速 に(3.3±1.2秒 以 内)穎 粒 状 の物 質

(0.6±0.2ｵm)へ と分解 され、その後細胞 内構 造体の中に完全 に融合

した。そ してHBEC細 胞 は対照 と同様 の外観 ま で完 全 に回 復 した。

これ らの一連 の連続 した経過 は30秒 以 内に完了 し、この現象は酸素

ガス が供給 され る ごとに各細胞 内 で再現 された。以 上 よ り、HBEC

細 胞 は純 酸素 ガ スの 吹 き付 け刺激 に反 応 して収 縮 し、その後 線維

ネ ッ トワーク構造 の迅 速な形成及 び線維 ネ ッ トワー クの穎粒 状物質
へ の分解 と細胞構造内への融解 を生 じる と結論 した。

 審査 において実験方 法、結果 の解 釈 な どについ て質 問があ った。

培養 血管 内皮 細胞 の収縮 をもって毛細血 管の径 も縮小す ると考 えて

良いの か とい う質 問があ り、そ のよ うな可能性 が考 え られ る とい う

段 階で ある と回答 され た が、 これ に対 し内皮 細胞 と内皮細胞 の間 隙

が拡大 し、物 質の透過性 がJL進 す る ことが生 じる可能性 の方が高 い

ので はないか との指 摘が な され た。内皮細胞 の酸素 を感受 す る部位

につい ての質問 につ いて は詳 細は不 明であ るが、文献 上は内皮細胞

内の ス トレス ファイバー の部 分のみ を取 り出 しATPを 添加 す ること

で線維 が収縮 す る と報 告 され てお り、何 らか の機序 で酸 素投 与 が

ATPの 産生 能 を増加 させ るた めで はないか と考 え られ る と回答 され

た。今 回の実験 系で は酸素分圧 があ る一定 の圧 を超 えた瞬間 に細胞

の収 縮 を認 め られ てい る こ とか ら、ATPに 依 存 した 系 とい うよ り

も、酸素投与 が直接収縮 のエネル ギー源 とな り得 るよ うな機 序 を考

えた方 がよ り自然 であ ると考 え られ、そ のよ うな実験 を して は どう

か との示 唆がな された。ま た、今 回の変化 が酸素以外 のガスの吹 き

付 けで認 め られ ないか と言 う点 に関 しては、空気 ・窒 素ガス の吹 き

付 けで は全 く同 じよ うな変 化 は観 察 され な かっ た ことが回答 され

た。 以上 の よ うに、本研 究 は今 後更 に検 討 すべ き課題 があ る もの

の、 リアル タイム で初 めて ヒ トの脳 微小血 管内皮細胞 の酸素吹 き付

けに対す る形態学 的変化 を観 察で きた もの と して、学 問的に価値 あ

る研 究であ ると評価 され た。
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